SCHISTO " C€ LDBIO ¢ Diagnostics
Western Blot IgG

Test in vitro Test imunoblot
Tehnica semi-automata / manuala

H#HSCH [1-WB24G : 24 teste
H#HSCH [I-WB12G : 12 teste
#SCH 1I-WB96G : 96 teste

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Gasiti mai multe informatii si instructiuni de utilizare in limba dvs. pe site-ul nostru
www.ldbiodiagnostics.com
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Utilizare prevazuta

SCHISTO Il Western Blot (WB) IgG este un test calitativ de o singura utilizare de diagnosticare serologica
IgG prin testarea imunoblot schistosomiaza destinat testelor de confirmare a unui rezultat pozitiv sau echivoc
obtinut prin teste de control clasice.

Principiul testului

Metoda Western Blot

Antigenii (Schistosoma mansoni + Schistosoma haematobium adulti), odata separati prin electroforeza,
se leaga prin electroblotting la suprafata unei membrane de nitroceluloza (numita transfer) taiata in 24 de benzi
numerotate de la 1 la 24.

Efectuarea testului

Fiecare specimen care urmeaza sa fie testat este incubat separat cu o banda. Anticorpii specifici care
pot fi prezenti in proba se leaga selectiv de antigeni. Conjugatul IgG alcalin uman anti-fosfataza se leaga apoi la
anticorpii legati. n cele din urm&, imunocomplexurile reactioneazi cu substratul. Antigenii recunoscuti de
anticorpii specifici de tip 1gG prezenti in probe sunt evidentiati ca benzi transversale purpurii.

Reactivii furnizati

Implicit: pachet de 24 de teste (#SCH 1I-WB24G)
italic: pachet de 12 teste (#SCH II-WB12G) - bold: pachet de 96 teste (#SCH 1I-WB96G).

ID Cantitate Descriere Compozitie
Dosar(e) de 24 (12, 4x24) BENZI: Standarde Nitroceluloza sen5|bv|I|zata. «
re-sectionate + colorate Greutate moleculara colorata (kDa):
R1 1 P ) ’ - ' ) . Albastru: 250, albastru: 150, albastru: 100,
(Fiecare dosar si fiecare transfer se identifica
Fintr-un numir de serie unic) roz: 75, albastru: 50, verde: 37, roz: 25,
P ’ albastru: 20, albastru: 15, galben: 10.
Flacoane de 30 (30, 125) ml de SOLUTIE-
R2 1 TAMPON PENTRU PROBE (Gata de utilizare - Solutie-tampon + surfactant + NaNs (<0.1%).
solutie roz).
Solutie-t + id i liclonal
Flacoane de 30 (30, 2x60) m| de CONJUGAT outie-tampon # serurt de caprine policionale
R3 1 ANTI IgG (Gata de utilizare — solutie albastra) 18G anti-umane conjugate cu fosfatazd
& ’ ) alcalind + NaNs (<0,1%) + stabilizatori.
RS 1 Flacoane de 30 (30, 125) ml de SUBSTRAT Solutie-tampon + NBT + BCIP + stabilizatori.
(Gata de utilizare — flacon maro opac).
Flacoane de 60 (60, 250) ml de SOLUTIE-
TAMPON CONCENTRATA DE SPALARE 10X .
R6 1 . . o O ol . Solutie-tampon + surfactant.
(Se dilueazd de 10 ori in apa distilatd - solutie
incolora).
Tub de 200 (200, 2x200) pl de MARTOR SERIC Solutie-tampon + baie de ser pozitiv uman in
R10 1 POZITIV serologie Schistosoma + NaNs (<0.1%) +

(Gata de utilizare - capac rosu).

stabilizatori.

R1: Litera de dinaintea fiecarui numar de banda este specifica parametrului.

R2, R3, R5 si R6 sunt comune tuturor kiturilor si au un numar de lot unic, in functie de data producerii lor. Se
recomanda efectuarea testelor multi-parametru (a se vedea gama imunoblot LDBIO Diagnostics) pentru a
limita numarul de flacoane deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.

R10 este calibrat in imunoblot conform unui lot de referinta si este dedicat doar acestei tehnici.
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R3, R10 (NaN3): EUH 032 - In contact cu acizi, degaji un gaz foarte toxic.

EUH 210 Fisa cu date de securitate disponibilda la cerere, precum si pe site-ul nostru web
www.ldbiodiagnostics.com.

Material suplimentar necesar, dar nefurnizat

e  Tavide incubatie din polipropilena cu canale multiple pentru mini-bloturi (# WBPP-08 sau echivalent).

. Agitator oscilant pentru imunoblot, sistem de vid pentru lichide (tuburile # WBPP-08 pe care le furnizam
pot fi golite prin simpla rotire a acestora).

e Tuburi si materiale pentru scoaterea probelor, cilindri gradati, recipiente adaptate.
Pipete automate, micropipete si varfuri de unica folosinta (volume de 25 pl, 1,2 ml si 2 ml).

. Apa distilata sau deionizata. Hartie absorbanta (de exemplu, hartie de filtru Whatman), banda adeziva
transparenta.

. Manusi, pensete pentru a manipula benzile, cutter sau bisturiu, rigla transparenta.

Nota: reactivii nostri pot fi utilizati Intr-un procesor de imunoblot automatizat. Trebuie sa aveti grija cu
eventualele contaminari chimice ale reactivilor nostri, daca procesorul este impartit cu reactivi de la un alt
producator (exemplu cunoscut: contaminarea cu TWEEN 20) si contaminari bacteriene. Rezervati flaconul pentru
procesor. Dupa procesare, nu puneti reactivii ramasi inapoi in flacoanele originale.

Depozitare si stabilitate

A se pastra intre 2 si 8°C. Reactivii din kit sunt stabili pana la data de expirare indicata pe cutia exterioara
si etichetele flaconului. Nu utilizati reactiv contaminat sau tulbure. Solutia-tampon de spélare diluat la 1/10 este
stabila timp de 2 luni la +2 pana la + 8 °C si 0 saptdmana la temperatura camerei.
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Precautiuni de utilizare

Siguranta

. Numai pentru utilizare in vitro. Numai pentru uz profesional. Numai pentru personalul instruit tehnic.
Manipulati in conformitate cu Bunele Practici de Laborator si considerati orice reactiv si orice proba ca
avand potential toxic si/ sau infectios.

. Purtati un halat de laborator, manusi si ochelari; nu beti, nu mancati sau nu fumati in laborator. Nu atingeti
cu gura pipetele.

. Controlul pozitiv este un ser de origine umana care a fost inactivat pentru virusurile HIV 1 si 2, hepatita B si
hepatita C. Cu toate acestea, trebuie tratat ca un produs cu potential infectios.

. Substratul contine un amestec de NBT si BCIP, toxic la contact (piele si mucoase) si inhalare.

. Reactivii contin azida de sodiu, care poate forma saruri metalice explozive cu plumb si cupru. Clatiti cu apa
orice scurgere.

. Evacuati deseurile (probe, varfuri, tuburi, lichid de spalare, reactiv utilizat ...) in conformitate cu bunele
practici utilizate in domeniu si reglementarile actuale din tara.

o Orice incident grav trebuie sa faca obiectul unei declaratii catre producator si autoritatea competenta.

Masuri de precautie

. Cititi si interpretati rezultatele sub lumina alba directa.

. Este preferabil s& se utilizeze toti reactivii din acelasi lot. Tn cazul in care se utilizeaz3 loturi diferite, asigurati
trasabilitatea.

. Utilizati benzile Tn ordine numerica. Nu amestecati benzi din numere de serie diferite; utilizati transferurile
succesiv. Stabiliti un plan de distributie specific inainte de a incepe testul.

. Nu atingeti benzile cu degetele; utilizati pensete.

. Reactivii trebuie amestecati bine Thainte de utilizare, in special solutia-tampon de spalare concentrata.

. Tnchideti flacoanele dup4 utilizare; nu utilizati daci o substanta a fost introdusa accidental in reactivi. Nu
utilizati reactivul dintr-un flacon care prezinta semne de scurgere. Nu utilizati solutie tulbure sau precipitata.

. Utilizati doar varfuri de pipetd de unica folosintd. Evitati orice contaminare intra-canal. Urmariti formarea

de spuma sau bule in varfurile pipetelor (contaminarea bacteriana a flacoanelor cu reactiv).

. Curdtati tavile de incubatie numai cu apa distilatd (nu folositi niciodata detergent sau inalbitor).

. Omiterea unei probe sau distribuirea unui volum necorespunzator poate face ca rezultatul testului sa fie
negativ sau pozitiv, indiferent de starea reala a acestuia.

Colectarea specimenelor
Se colecteaza aseptic probele in tuburi uscate. Este necesar un minim de 25 ul de ser.

Pastrati probele la 2-8 °C pana cand acestea sunt prelucrate. Daca este necesar sa le depozitati mai mult
de o saptamana, congelati probele la -20 £ 5°C. Nu utilizati probe contaminate. Evitati inghetarea si dezghetarea
probelor in mod repetat.

Chiar daca nu s-a observat o reactie incrucisata speciald cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se
recomanda interpretarea cu grija a rezultatelor obtinute din utilizarea acestor probe.

Prepararea reactivilor

Solutie-tampon de spalare: Pentru 4 teste, intr-o sticld curata, se dilueaza 10 ml de concentrat de spalare 10X
(R6) Tn 90 ml de apa distilata sau deionizata. Aveti grija sa amestecati bine Solutie-tampon diluat.
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Procedura de testare

Nota Bene: Se recomanda efectuarea testelor multiparametrice (vezi gama de imunoblot LDBIO Diagnostics)
pentru a limita numarul de flacoane deschise si pentru a asigura un control mai bun al calitatii.

1. Pregatiti un plan de distributie pentru probe si martor pozitiv C + (R10).

Numai prin utilizarea acestui martor, testul poate fi validat din punct de vedere tehnic si facuta identificarea,
pentru un anumit numar de serie, a benzilor specifice dezvoltate. O banda C + nu poate fi utilizatda pentru
interpretarea rezultatelor benzilor dintr-un blot cu un numar de serie diferit.

2. Taiati numarul necesar de benzi (R1) folosind un bisturiu si o rigld transparenta, curata si uscata, pastrand
linia_albastra de pozitionare pe benzi: tineti benzile ferm in pozitie cu rigla si le taiati pe partea tulpinii
(numerele sunt vizibile prin rigla).

3. Distribuiti 1,2 ml de solutie-tampon pentru probe (R2) in fiecare canal, in conformitate cu planul stabilit.

4. Depuneti, in ordinea lor numerica, benzile numerotate in canale: Lasati benzile sa se rehidrateze |la suprafata
timp de aproximativ 2 minute, cu numarul vizibil in partea de sus, APOI scuturati usor tava pentru a le
scufunda complet in solutie-tampon.

5. Distribuiti probele si martorul pozitiv: in conformitate cu planul de distributie, la o rata de 25 pl pe canal.
Scuturati usor tava dupa fiecare eliberare. Asezati tava pe un agitator oscilant. Se incubeaza timp de 90 min
1 5 minute la 20-26 ° C.

6. Pasul de spalare: Goliti continutul canalelor cu o pipeta Pasteur sau intorcand tava de incubatie. Se distribuie
2 pana la 3 ml de solutie-tampon de spalare diluata in fiecare canal. Incubati pe agitatorul oscilant timp de
3 minute. Repetati de 2 ori, apoi goliti continutul canalelor. Asigurati-va ca benzile nu se rotesc in timpul

acestor pasi.

7. Distribuiti 1,2 ml de conjugat anti-IgG (R3) in fiecare canal. Asezati tava pe agitatorul oscilant.
Se incubeaza timp de 60 min + 5 minute la 20-26 ° C.

8. Pasul de spalare: repetati etapa 6.

9. Distribuiti 1,2 ml de substrat NBT / BCIP (R5) in fiecare dintre canale. Asezati-l pe agitatorul oscilant si
protejati-l de lumina directa. Se incubeaza timp de 60 min + 5 minute la 20-26 ° C.

Indiferent de parametru, monitorizati dezvoltarea culorii. Dezvoltarea poate fi oprita daca culoarea de fundal
a benzii se intuneca pana la punctul in care citirea este dificild (calitatea pasilor de spalare are o influenta
fundamentala asupra colorarii fundalului). Retineti ca benzile se vor decolora pe masura ce se usuca.

10. Opriti reactia prin aspirarea substratului cu o pipeta Pasteur sau prin rotirea tubului de incubatie si
distribuirea a 2 ml de apa distilata in canale. Repetati ultima etapa de spalare inca o data.

11. Uscarea benzilor: Cu canalele inca pline cu ap3, apucati benzile de capatul numerotat folosind pensetele si
asezati-le, cu numarul vizibil, pe o hartie absorbanta Whatman. Lasati-le sa se usuce la aer. Culoarea benzilor
se va deschide Tn mod natural in timpul uscarii. Interpretarea trebuie efectuata numai dupa finalizarea
procesului de uscare.

12. Depozitare: transferati benzile pe o foaie de hartie, care va fi utilizata pentru a le arhiva. Aliniati liniile de
pozitionare. Pastrati-le in pozitie cu rigla plata, lipiti partea superioara a benzilor cu banda adeziva
transparenta.

Pentru o buna interpretare, benzile trebuie ordonate prin transfer si in ordinea lor numerica, separate la o
distanta de cel putin cativa milimetri. Nu este fiabila compararea benzilor care au o distanta foarte mare intre
ele(de exemplu, nr.2 cu nr.15). Este periculos (rezultate false) sa comparati benzile din kituri diferite (benzi cu
numere de serie diferite).
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Controlul calitatii si interpretarea

Martorul seric (R10) furnizat Tmpreuna cu kitul trebuie inclus in mod sistematic in orice serie de
imunoblot. Acesta prezintd profilul tipic si permite validarea tehnica a bunei desfasurari a testului (fasiile trebuie
sa apara foarte clar pe banda) si calibrarea precisa a pozitiei si aspectului benzilor specifice pentru a permite
interpretarea rezultatelor benzilor de la acelasi transfer (acelasi numar de serie).

Nota Bene: Profilul de control pozitiv (R10) poate varia in functie de numarul lotului de reactivi utilizati. Imaginile
corespunzatoare sunt disponibile pe site-ul nostru www.ldbiodiagnostics.com ca exemplu.

Descrierea benzilor

Un esantion pozitiv poate prezenta numeroase linii localizate intre 8 si 200 kilodaltoni (kDA). Zona de
citire este localizatd in partea de jos a benzii, intre 8 si 34 kDa.

8 benzi sunt prezente cel mai frecvent: P8, P9, P10, P12-13, P14-15, P18, P22-24 si P30-34 la masele
moleculare corespunzatoare (vezi fotografia din Fig. 1).

Aspectul liniilor poate fi variabil. Liniile cu mase moleculare mici P8, P9, P10 si P18 sunt de obicei inguste.
Celelalte linii for lua forma unei singure linii late, unei perechi de 2 linii mai inguste, sau a 1 din 2 linii componente
ale perechii.
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Fig.1 Exemple de rezultate pozitive si negative

Profilurile sunt prezentate ca exemple. Benzile sunt marcate cu litera "G" specifica parametrului din lotul "06016".
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Interpretare

Prezenta a uneia din liniile P30-34 sau P22-24 este un indicator al schistosomiazei.

e Daca este izolatd (o situatie exceptionald), linia P30-34 trebuie sa se prezinte ca o linie lata pentru a fi
luata in considerare (de ex. banda Nr.4 <« de mai sus).

e Linia P22-24 poate lua orice aspect: ingusta, lata, simpla sau dubla.

e Liniile cel mai intalnite sunt indicate pe banda ”C+” din stanga figurii. Numeroase alte linii pot fi gasite
in zona 8-22 kDa.

e Profilele P1 si P2 pot fi indicatori ai speciei (vezi: schistosomiaza serologica de la pagina 8).

e Linia P28 apare in mod frecvent. Este nespecifica pentru Schistosoma.

Aspecte importante :

e Linia P22-24 poate aparea uneori sub forma unei linii izolate la 22 sau 24 kDa.

e Benzile 13, 1si 21 ale serului de “reactii incrucisate” din dreapta corespund cazurilor de malarie. Au fost
selectate in mod special din serurile rare care, in timpul evaluarii, au prezentat linii nespecifice in zona
de citire 8-34 kDa.

Pentru a valida rezultatele, intotdeauna comparati profilul imunoblotului fiecdrui esantion cu cel al martorului
pozitiv R10. Aspectul liniilor este important la interpretarea testului.

Limitari de utilizare

e Diagnosticul unei boli infectioase nu poate fi stabilit pe baza unui singur rezultat al testului.

e Rezultatele serologice trebuie interpretate in functie de informatiile disponibile (de exemplu, epidemiologie,
clinicd, imagisticd, biologie etc.) pentru a stabili un diagnostic. Acestea nu ar trebui sa fie folosite ca baza de
diagnostic doar pe baza pozitivitatii lor.

Performante (vezi referintele literaturii)

Studiul performantei Schisto Il WB IgG a fost realizat pe 548 seruri diferite.

Sensibilitate (Se)

Serurile de la 184 pacienti suspectati de schistomiaza au fost testate in conformitate cu recomandarile
descrise Tn documentatia kitului.
Schistosomiaza a fost dovedita printr-o cercetare parazitica pozitiva (S. haematobium (60), S. mansoni (38), co-
infectare S.h + S.m (3)) si/sau date clinice sugestive.

n=184
Numar de linii specifice 1 2 3 4 5 6 7
Frecventa 4% 15% | 14% | 15% | 16% | 19% | 15%

Tabel 1: Numdrul de linii specifice prezente pe o bandd pentru un rezultat pozitiv: 95% din imunobloturi prezintd
un minim de 2 linii.

n=184
Natura liniilor specifice (kDa) P8 P10 | P12 P15 P18 P22-24 P30-34
Frecventa 37% | 38% | 64% | 57% | 52% 97% 89%

Tabel 2: Frecventa prezentei fiecdrei linii specifice observate pe imunobloturi in timpul studiului nostru pe 184
esantioane pozitive.
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n=184 POZITIV NEGATIV Se
WB de referinta 177 7 96.2%
WB SCH Il 182 2 98.9%

Tabel 3: Sensibilitate: Rezultatele comparate intre noul test Schisto Il WB IgG si kitul anterior Schistosoma WB
1gG (=WB de referintad)

Se=98,9%

Diagnostic diferential al speciilor

101 esantioane din 184 au corespuns pacientilor ale caror analize parazitologice au dezvaluit prezenta oudlor
n uring, fecale si/sau la o biopsie rectala.

n cadrul acestei populatii, adesea am observat o diferents intre profilul imunologic care pare a fi legat de
speciile responsabile cu infectia, S. haematobium sau S. mansoni. Aceste doua tipuri de profile sunt clar
prezentate in imaginea di Fig. 1 (sagetile albastre: profilurile P1 vs. P2).

n=101 Oua S.m Oua S.h OuaS.m+S.h
Profil P1 9 53 0
Profil P2 27 3 2
Echivoc 2 4 1

Tabel 4: Corelatia intre cercetarea parazitologicd si diagnosticul serologic.

n cadrul acestei populatii, profilul imunologic oferd un diagnostic al speciilor ih 79% din cazuri. Aceste date
trebuie confirmate de mai multe studii extensive Thainte de a fi folosite pentru un diagnostic clinic.

Nota: Profilul imunologic nu poate diferentia o infectare S.m de o co-infectare S.m + S.h.

Specificitate (Sp)

364 de seruri ce corespund pentru 364 pacienti au fost testate prin urmarea indicatiilor prezentate in
documentatia kitului. Aceste seruri au apartinut pacientilor sanatosi (BD=61), pacientilor suferind de patologii
autoimune, anticorpi antinucleari (ANA=21), factor reumatoid (RF=20) sau de diferite helmintiaze sau alte boli
parazitare: cisticercoza (53), hidatidoza (11), echinococoza alveolarad (10), fascioloza (15), strongyloidiaza (9),
toxocariaza (TXA=41), trichinoza (TRI=21), filariazd (FIL=24), malarie (29), leishmaniaza (31) si amebiaza (18).

12 din cele 364 esantioane arata un profil ,,schistosoma pozitiv”’ characteristic, prezentand intre 2 si 7
linii specifice, foarte bine definite. Aceste rezultate evidentiaza o co-infectare, confirmata de WB de referinta.

6 esantioane aratd o reactie incrucisatd slaba: 4 esantioane prezinta o linie Tngusta la 24 kDA si 2
esantioane o linie deschisa la culoare, dar lata la 30-34 kDa.

Calcularea specificitatii: Daca se iau in considerare 12 co-infectari probabile ca fiind pozitive, Sp=98,3%.

Observatie: Indiferent de calitatea esantioanelor, o linie nespecificd, ingustd, uneori intensa poate fi prezenta
uneori la 28 kDa.

Concluzie

Performantele noului kit Schisto 1l WB IgG in comparatie cu WB de referinta sunt excelente. Permite o
identificare mai buna a pacientilor cu infectie cu S. haematobium decat cea de referinta.

Se =98,9% [1C95 95,7 - 99,8%]
Sp =98,3% [1C95 96,1 - 99,3%]

Intervalele de incredere sunt calculate conform metodei Wilson cu corectie de continuitate.
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Reproductibilitate

S-a testat reproductibilitatea intre serii si intre loturi. in ambele cazuri, corelatia ser cu ser in raport cu
benzile specifice este excelenta.

Interferente

Chiar daca nu s-a observat o reactie incrucisata speciald cu serurile hemolizate, icterice sau lipidice, se
recomanda interpretarea cu grija a rezultatelor obtinute din utilizarea acestor probe.

Depistarea defectelor

"Benzile sunt sterse, cu un contrast redus": Anumite seruri cu concentratii scazute de anticorpi pot da astfel de
rezultate.

"Pot fi vdzute zone umbrite, mai mult sau mai putin colorate, usor difuze": Strip-ul nu a fost complet scufundat
intr-unul dintre reactivi si nu s-a incubat corect pe toata lungimea sa. Petele pot fi, de asemenea, prezente acolo
unde proba a fost depusa, daca tava nu a fost scuturata dupa distribuire.

"Zgomotul de fond este semnificativ, ceea ce face ca citirea sd fie foarte dificild": spalarile au fost insuficiente
sau ultima incubatie a fost prea lunga. Aplicati tehnici bune de testare a performantelor, respectati timpii de
spalare si asigurati calitatea apei. Reduceti timpul ultimei incubari.

n mod exceptional, anumite seruri pot reactiona intr-o maniera nespecifici. Apoi, rezultatul testului imunoblot
nu poate fi folosit.

Acest zgomot de fond nespecific poate implica doar o parte din banda, facand rezultatele neinterpretabile doar
pentru acea parte.

"fn timpul ultimei etape de dezvoltare apare un precipitat in solutie": substratul poate, de fapt, sd precipite
partial (fulgi negri) in solutie-tampon la sfarsitul dezvoltarii. Acest fenomen nu modifica calitatea dezvoltarii, care
trebuie continuata Tn mod normal. Ultima spalare cu apa distilata elimina posibilele particule solide prezente.
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